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关，可以明显降低淋巴细胞中 IL-2 和 IFN-γ 的表达水平，明显抑制淋巴细胞转
化试验和混合淋巴细胞反应，并且与半剂量 FK-506 联合用药组的抑制效果强于
全剂量 FK-506 组；口服化合物 K 可以减轻小鼠急性心脏移植排斥，未发现明
显毒性；化合物 K 与半剂量 FK-506 联合用药组的免疫抑制效果与全剂量 FK-
506 组相当，移植物病理学评分未见明显差别，并且在抑制血清 IFN-γ、移植物




而不是诱导 IL-10 产生性 Tr1 细胞。 
 
















Background: Although immunosuppressive treatments are available for acute 
cardiac rejection no viable treatment exists for long-term cardiac graft failure. 
Moreover, the extended use of calcineurin inhibitor immunosuppressants, the 
mainstay of current treatment for cardiac transplantation, leads to significant side 
effects such as nephrotoxicity and an increased risk of cardiac disease. Because some 
agents used in Traditional Chinese Medicine (TCM) have strong immunosuppressive 
effects coupled with low toxicity, we investigated the effect of Higher Unsaturated 
Fatty Acid K (Compound K), the synthesized analogue of highly unsaturated fatty 
acids from Isatis tinctoria L., either as a single treatment or combined with tacrolimus 
(FK-506) on acute cardiac allograft rejection. 
Materials and methods: The first part of this study was undertaken to select 
immunosuppressant from several Higher Unsaturated Fatty Acid; In the second part 
study, we use cell experiments to further study the immunosuppressive effects of 
Compound K in vitro; In the third part study, Compound K was oral administrated 
either as a single treatment or combined with FK-506 on acute cardiac allograft 
rejection, examine cardiac allograft survival and record body weight changes in 
recipients; In the fourth part study, we harvested the allograft, serum and spleen on 
post-transplant Day 6. Grafts were harvested and prepared for histology, the relative 
expression of some key genes in the allografts and the relative levels of cytokine in 
the recipient's blood were detected. 
Results: In the first study, we select immunosuppressant from several Higher 
Unsaturated Fatty Acid, and find Compound K have very strong immunosuppressive 
ability; in the second part study, we use cell experiments to further study the 
immunosuppressive effects of Compound K in vitro. We compared the ability of K 
alone, or in combination with FK-506, to inhibit acute heart transplant rejection both 
in vitro and in vivo. We found that the inhibition of lymphocyte proliferation was 
positively correlated with Compound K concentration. Compound K significantly 
reduced IL-2 and IFN-γ  expression levels and significantly inhibited lymphocyte 
proliferation in both a lymphocyte transformation test and a mixed lymphocyte 















Compound K and a sub-therapeutic dose of FK-506 (SubFK-506) was stronger than 
that of full-dose FK-506 alone. Oral administration of Compound K reduced acute 
cardiac allograft rejection in mice and had no apparent toxicity. In vivo, the 
immunosuppressive effect of Compound K combined with a half-dose of FK-506 was 
equivalent to that of a full-dose of FK-506 alone. Compound K combined with a half-
dose of FK-506 reduced the expression levels of IL-2 and IFN-γ  (both within the 
graft and in the recipients' serum) more effectively than a full-dose of FK-506.  
Conclusions: These results show that Compound K has significant 
immunosuppressive effects both in vitro and in vivo. When used as a combination 
therapy with FK-506 we see a powerful inhibition of rejection with no obvious toxic 
side effects. The mechanism of action is postulated to involve the inhibition of IL-2 
and IFN-γ  expressions by lymphocytes, rather than the activation of Tr1 cells via the 
production of IL-10. 
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第一章 前  言 
1.1  器官移植排斥及其机制 






(GVHR)，我们通常所说的移植排斥反应即指前者。HVGR 分为 4 种类型：(1)
超急排斥反应(烈性速发型排斥反应)，通常发生于移植后 48 h 内，没有治疗办
法，只有准备再次移植，因此预防十分重要，移植前要严格进行 ABO 血型配型
































1.2  临床一线免疫抑制剂发展状况 
1.2.1  CsA 
环孢素 A(Cyclosporin A，CsA)是 Sabdimmune 于 1969 年从真菌 Tolyp-
ocladium inflatum Gams 的代谢产物中分离而得。随后确定了其化学结构。1976
年 Borel 首次报道了环孢素的免疫作用。Calne 及 Kostakis 等先后观察了环孢素
对动物器官移植的疗效[2]，并于 1978 年起用于临床预防排异反应，取得了满意
的疗效[3]。CsA 能够抑制 PHA 等有丝分裂原、抗 CD3 单克隆抗体及同种异体抗
原刺激引起的 T 细胞活化和混合淋巴细胞反应。这种抑制作用呈现剂量依赖
性，并且主要发生在细胞激活的早期，即 T 细胞受到刺激后的 0～4 h，抑制 T
细胞从 G0 期进入 G1 期或从 DNA 合成前期进入合成期。在激活过程的后期(48 
h 后)再应用 CsA 并不能阻止 T 细胞增殖和 DNA 合成[4-7]。CsA 对 IL-2 受体的表
达亦有影响。应用 CsA 的肾移植病人外周血淋巴细胞 IL-2 受体 mRNA 的表达
与 CsA 负相关[8-9]。据有关实验表明，CsA 能够抑制人 T 淋巴细胞 IL-2 受体 α、
β 链 mRNA 及蛋白的表达，但与对 IL-2 表达的 100%抑制不同，对 T 细胞的一




1.2.2  FK-506 
他克莫司(tacrolimus，FK506)是从土壤真菌中提取的一种具有强大免疫抑
制作用的大环内酯类免疫抑制剂[14]。FK506 与 CsA 同属于一类免疫抑制剂(神
经钙蛋白抑制剂) 。FK506 的免疫抑制作用是 CsA 的 10～100 倍。现已成功应
用于心脏、肝脏和肾脏等实体器官移植。FK506 抑制淋巴细胞增殖，抑制 Ca2+
依赖性 T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞的活化，抑制 T 细胞依赖的 B 细胞产生免疫球
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FK506 具有明显的免疫抑制作用，它可以抑制同种异体抗原 T 细胞丝裂原
引起的 T 细胞增殖。FK506 不仅抑制 TcR，CD3 复合体介导的 T 细胞活化，也
可通过抑制其它细胞表面分子的活化。FK506 对 T 细胞活化的过程有选择作
用，进而影响活化后的 Ca2+内流、PKC 活化、细胞因子基因转录及分泌、细胞
因子受体表达[19-20]。FK506 可显著的抑制肥大细胞、嗜碱性粒细胞的活化，
FK506 抑制活化分 IL-2R，MHC-1，CD69 等基因表达，而且对 Th1 产生的 IL-4
有明显的抑制作用，并且呈剂量依存关系[21-22]。FK506 抑制 T 细胞增殖诱导作
用的浓度比达到同样抑制作用的 CsA 浓度低 2～3 个数量级。然而，在其他方
面两药的作用相似，特点是均可阻滞诱导 T 细胞增殖所需的早期 Ca2+介导作
用，但对 Ca2+缺失时造成的早期变化却不产生影响[23]。FK506 与 CsA 通过结合
不同的蛋白，而有类似的活性以及抑制 T 细胞活化的相同作用。FK506 能明显
减少移植器官组织中炎症细胞的浸润，减轻急性排斥和移植物损伤。研究还发
现， FK506 能明显减少移植器官细胞凋亡的发生，提示 FK506 对移植的保护可
能是通过抑制移植物细胞的凋亡来实现的[24-25]。在急性移植排斥反应中，介导
移植物损伤的效应细胞主要是细胞毒 T 细胞(CTL)，其作用机理包括 Fas/FasL
系统和颗粒酶/穿孔素系统[26]。CTL 经移植抗原激活后表达 FasL，与靶细胞表
面的 Fas 结合可激活凋亡效应分子 caspases (含半胱氨酸蛋白酶)；同时 CTL 释
放穿孔素和颗粒酶，穿孔素在靶细胞上形成跨膜的管状结构，颗粒酶由此进入
靶细胞，通过蛋白水解亦可激活 caspases，从而启动靶细胞凋亡。其中
CD8+CTL 采用 Fas 和穿孔素等方式、CD8+CTL 主要采用 Fas/fasL 系统杀伤靶细
胞[27]。目前 FK506 免疫抑制的确切机理尚未完全弄清，较肯定的是 FK506 能抑
制钙调神经磷酸酶(CN)，使活化 T 细胞核因子(NFAT)及其他核因子不能脱磷酸
而向细胞核内转位，从而阻断白细胞介素(IL-2) 、肿瘤坏死因 α(TNF-α)等细胞
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1.2.3  RAPA 
雷帕霉素(rapamycin，Sirolimus，RAPA)是 1975 年加拿大 Ayerst 试验室
Vezina 等 从 太 平 洋 Easler 岛 土 壤 样 品 中 分 离 的 吸 水 链 霉 菌 (Strep 
tomyceshygroscopicus)所产生的一种亲脂性三烯含氮大环内酯抗生素类免疫抑制
药，是一种用于固体状器官移植排斥反应的免疫抑制剂。RAPA 结构与 FK-506
相似，但作用机制不同。1989 年 Calne 等首次将其用于抗移植物排斥反应，发
现对外周血单核细胞的有效抗增殖作用比 CsA 强 50～500 倍，肾毒性比 CsA 和
FK-506 都低[31]。从目前临床应用来看，RAPA 有很好的抗排斥作用，且与 CsA
和 FK506 等免疫抑制剂有良好的协同作用，是一种疗效好，低毒，无肾毒性的
新型免疫抑制剂[32]。RAPA 结合在亲免蛋白 FKBP-12 上，形成 RAPA-FKBP-12
复合物，这种复合物不能与钙调素结合，并且 RAPA 也不抑制 T 细胞的早期激
活或直接减少细胞因子的合成[33]。这种复合物的靶蛋白 早是在酵母菌中被确
定，称为 TOR1 和 TOR2。1997 年，Hara 等证实了一种哺乳类动物的 RAPA 靶
蛋白，称为 mTOR(FPAP，PAFT，SEP)，这种蛋白的突变可对 RAPA 产生耐受
[34]。mTOR 是一种多功能激酶，在淋巴细胞的共刺激活化和细胞周期过程中均
存在。 近，RAPA-FKBP-12-mTOR 复合物的结构已被确定[35]。 
信号通过 IL-2 受体或生长因子受体激活磷酯酰肌醇 3 激酶(PI3K)链，导致
蛋白激酶 B(PKB)活化[36]。PKB 直接激活 mTOR，mTOR 可调节至少三种在翻
译过程中起重要作用的蛋白：4E-BP1，p70S6K(70-KUS6 激酶)和真核细胞翻译起
始因子 4GI(eIF4GI)。4E2BP1 与 mRNA 5′帽状结合蛋白 eIF-4E 结合并抑制其
活性，从而抑制了翻译的开始[37]。但 mTOR 直接促使 4E-BP1 磷酸化，消除了
eIF-4E/4E-BP1 之间相互作用，降低了 4E-BP1 对 eIF-4E 的亲和力，松解了它对
翻译开始的抑制。RAPA-FKBP-12 复合物与 mTOR 结合后抑制了 mTOR 的作用
[38]。 
据有关研究发现 RAPA 能抑制 p70S6K 的活性，该酶与细胞周期中的许多关
键的细胞过程有密切的关系。但是在无细胞体系(cell-free system)中，RAPA-
PKBP-12 复合物却不能抑制 p70S6K 的活性，亦即 RAPA-PKBP-12 复合物与
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cAMP 反应元件调节因子(CREM)。PCNA 对 DNA 聚合酶 δ 来说是一种必要的
过程因子，同时亦参与细胞进入 S 期的过程[39-41]。 
RAPA 能降低细胞周期依赖性激酶(cdk)和细胞周期蛋白(cyclin)复合物激酶
的活性[42]。细胞周期全过程需要不断活化 cdk 和 cyclin 复合物。RAPA 对
cdk2，cdk4，cyclinD 和 cyclinE 的蛋白水平无任何影响，但却能降低 cdk4-
cyclinD 和 cdk2-cyclinE 复合物的激酶活性。在 G1 期的中晚期，这些激酶的活
性包括从 cyclin-cdk 复合物中去除 cyclin 依赖的激酶抑制因子 p27kip1。RAPA
通过抑制 cyclin-cdk 复合物激酶的活性，预防 p27 的清除，阻断 cdk4-cyclinD 和
cdk2-cyclinE 复合物的活化，抑制了成视网膜细胞瘤蛋白(Rb)的过磷酸化和
Rb2E2F 复合物的分离。E2F 转录因子的活化降低导致 cdk2，cyclinA 以及转录
活性需要的丝氨酸/ 苏氨酸激酶的下调。与 RNA 聚合酶 1 和 3 抑制一样， Rb 的
灭活也可以阻断包括细胞的增殖和分化在内的其他途径[43-46]。 
RAPA主要应用于抑制皮肤、心脏、肾脏、肝脏等器官移植后的排斥反应[47-50]。 
1.2.4  MMF 
霉酚酸酯(Mycophenolate Mofetil，MMF)是由青霉素属真菌产生的具有抗代





径。MMF 在体内代谢转化为 MPA，MPA 抑制鸟嘌呤从头合成途径的限速酶次
黄嘌呤单核苷酸脱氢酶(IMP-DH)的活性，阻断鸟嘌呤核苷酸的从头合成，使鸟
嘌呤核苷酸耗竭，进而阻断 DNA 的合成[51]。从上述机理我们可以看出：MMF
选择性作用于增殖性 T、B 淋巴细胞。MMF 尚可通过抑制淋巴细胞表面粘附分
子形成而发挥免疫抑制作用。粘附分子能促使淋巴细胞粘附于内皮细胞和靶细
胞上。许多粘附分子属于糖蛋白家族，糖蛋白合成过程中岩藻糖(fucose)和甘露
糖(mannose)等寡糖向糖蛋白前体的转运需要 GTP 的参与。MMF 抑制鸟嘌呤核
苷酸合成后三磷酸鸟苷(GTP)量亦随之下降，从而使糖蛋白合成受阻[52]。这就
使属于糖蛋白家族的许多粘附分子如 P-整合素、E-整合素、L-整合素、VCAM-
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多。MPA 可抑制甘露糖向 VLA-4 前体转移，进而抑制 VLA-4 的合成，影响
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